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【目的】
ヒトやマウスの精梁中には補体制御因子が分泌されることは以前より知られている。特
に、精錬における補体制御としての活性が、不妊と相関関係があることが近年報告された。
今回申請者は、ブタ精梁中にcomplementregulatorproteinfhctorH（FH）が多量に存在する事
を明らかにした。FHは血中のC3bに対して親和性を示すことで、補体第二経路における補
体活性化の制御に関与すると言われている。一方、これまでヒトやマウスの精衆における
FHについての報告はない。本研究では、ブタ精衆中よりFHを精製し、その生化学的特性お
よび補体制御活性について解析し、さらには生殖組織および精子膜上におけるFHの局在を
明らかにすることで、受精におけるFHの役割について検討した。
【方法】
（実験1）ブタ精東中より幾つかのカラムクロマトグラフィーを用いてFHを精製し、その
生化学的特性および補体制御活性について、ブタ血清より精製したFHと比較検討した。精
製過程におけるPHの定量にはマンシーニ法を用いた。補体活性の測定は、96ウェルELISA
用プレートと膜侵襲複合体に対するモノクローナル抗体を用いて行った。
（実験2）精焚由来FHの分泌組織を同定するため、精寮より精製したPHに対するポリクロ
ーナル抗体を作成し、ABC法を用いて、免疫組織化学的検討を行った。さらに、組織染色が
FH特異的であるかを確認する目的で、生殖組織のホモジネートlysate中のFHをイムノブロ
ット法を用いて検出した。また同時に、各生殖組織におけるFHのmRNAレベルをRTrPCR
法を用いて検討した。
（実験3）各成熟段階精子および射精後精子膜上におけるFHの局在を明らかにするため、
蛍光抗体法を用いて検討を行った。さらに、射精前精子および射精後精子の補体攻撃に対す
る防御能についても検討した。
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（実験4）ブタ雌雄生殖管内分泌液および精東中における補体活性について検討した。
【結果】
（実験1）FHはブタ精寮中より精製倍率274倍、収率22．0％で精製され、SDS－PAGE上で単
一バンドを示した。精衆由来FHの分子量はSDS－PAGE上で140，000であり、血清由来FHと
比べて4，000程度低かった。さらに精東由来FHのヘパリン結合能は血清由来FHより強く、
補体制御活性についても精衆由来FHの方が二倍強かった。これらの違いは、neuraminidase
およびN－glycanaSeを用いた検討によりシァル酸を含む糖鎖の修飾の違いであることが示さ
れた。
（実験2）精衆由来FHに対するポリクローナル抗体を用いて免疫組織化学的検討を行った
結果、FHは精嚢腺における上皮細胞および分泌物において強い染色が認められた。また、
イムノブロット法を用いた、精嚢腺の組織ホモジネートlysate中のFHの分子量は、精衆より
精製されたFHのものと一致した。さらに、RT－PCR法により精嚢腺において、FHのmRNA
を検出した。
（実験3）蛍光抗体法を用いた実験より、精巣、精巣上体精子膜上にはPHは検出されず、
射精後精子膜上に多量のFHが結合していることが明らかとなった。特に、アクロソーム領
域に強い局在が認められた。さらに、射精後精子膜上より可溶化後、精製されたFHは精渠
由来FHのものと同等の補体制御活性を示した。また、FHを持つ射精後精子は、FHを持た
ない精巣上体尾部由来の射精前精子に比べて、3倍程度強く補体攻撃を回避した。
（実験4）雌性生殖管分泌液は雄性生殖管や精乗に比べ、6－10倍程度の強い補体活性が検出
された。
【考察】　本研究によって、ブタ精簾中のFHが雌性生殖管内でおこる補体活性化から精子
を特異的に保護する役割を持つことが示された。ヒトやマウスにおいては、CD46やCD55、
CD59などの膜型補体制御因子がProstasomeにGPIアンカーされた状態で精衆中に分泌さ
れ、これらが精子を特異的に保護するものと報告されている。我々は、ブタ精費中における
これらの補体制御因子について、陰イオン交換クロマトグラフィーを用いた分画法やCD46
抗体を用いたイムノブロット法を用いて探索を試みたが、これらの因子は同定されなかっ
た。一方、PHを特異的に除いた精錬では、その補体制御活性が優位に低下し、また、射精後
精子膜上のFHも補体制御活性を示したことから、雌性生殖管内で起こる補体攻撃から精子
を特異的に保護するためにFHの役割が非常に重要であることが明らかになった。
【結論】ブタ生殖において、精梁中に分泌されたFHは精子に結合し、生殖管内で起こる強
い補体活性から精子を特異的に保護する役割を持つ。
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（学位論文審査の結果の要旨）
本研究は、ブタ精賠中にPacbrH（F印の存在を兄いだし、その生化学的特性の解析
および補体制御活性の測定を行い、これらを血清由来のものと比較検討したものであ
る。さらに、雄生殖組織および精子膜上におけるⅢの局在やその機能の解析、雌雄生
殖管内分泌液中の補体活性についても併せて検討することにより、以下の点を明らかに
した。
（1）Ⅲiはブタ精簾中より、SDS・nlGE上で単十標晶にまで精製された。
（カ精錬由来FEは血清由来FHのものに比べて2倍程度の強い補体制御活性を示し、この
違いは糖鎖構造の中のシアノ噌鼓残基の有無によるものであった。
（功田邪ま精嚢腺で生合成された後、精疑中に分泌される。
（㊨射精後精子膜上、特に精三餞醇酎こおいてFEが局在しており、そのFHは精衆由来持王
とほぼ同等の補体制御活性を持つ。
（由m王の結合した射精後精子は、射精前精子に比べて優位に補体攻撃を回避できる。
（由雄生殖管内分泌液中には補体管性が検出されなかったものの、雌生殖管内では6・10
倍の強い補体瀞性が検出されることから、持王は射精後に起こる補体攻撃から、精子
を特異的に保護する役割を持つ。
本論文は生殖における補体制御因子Hの役割ついて新しい知見を与えたものであり、
最終試験として論文内容に関連した試問を受け、博士（医学）の学位論文に値するもの
と認められた。
（平成22年1月28日）
